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Wprowadzenie 
Około 150 ludzkich białek zaliczanych jest do nadrodziny 
białek RAS. Nadrodzina ta podzielona jest na podstawie 
sekwencji i podobieństwa pełnionych funkcji na 5 głów-
nych rodzin: RAS, RHO, RAB, RAN i ARF. Onkopro-
teiny RAS należą do rodziny RAS (liczącej 36 białek) 
i stanowią obiekt wielu badań naukowych, ze względu na 
ich kluczową rolę w procesie ludzkiej onkogenezy. Nowo-
tworem, w przebiegu którego gen kodujący białko K-RAS 
ma szczególne znaczenie zarówno w ocenie progresji, jak 
i wyborze terapii, jest rak jelita grubego. Nowotwór ten 
stanowi poważny problem społeczny. Rokowanie w od-
niesieniu do tego nowotworu zależy od wielu czynni-
ków, jakimi są między innymi: zawansowanie kliniczne, 
lokalizacja guza, stopień zróżnicowania G, naciekanie 
naczyń krwionośnych i limfatycznych, wiek, płeć, a także 
odpowiedź na zastosowaną terapię. Główną metodą 
leczenia raka jelita grubego jest chirurgia, uzupełniana 
w określonych przypadkach neoadiuwantową lub adju-
wantową chemio- i/lub radioterapią. Mimo ogromnych 
postępów w tych formach terapii raka jelita grubego u 30 
do 50% chorych, w różnych stopniach zaawansowania, 
dochodzi do wznowy miejscowej lub uogólnionej. Dlate-
go też nową, obiecującą formą leczenia staje się immu-
noterapia, wykorzystująca przeciwciała monoklonalne. 
Zastosowanie tej terapii powinno być rozpatrywane 
indywidualnie dla każdego z pacjentów. W przypadku 
cetuksymabu, wykorzystywanego w leczeniu raków jelita 
grubego, wymagane jest wykonanie analiz molekularnych 
genu K-RAS, w celu uzyskania pełnej efektywności zasto-
sowanej terapii.
Struktura genu K-RAS
Gen K-RAS stanowi jeden z najczęściej ulegających mu-
tacji protoonkogenów w ludzkich nowotworach: jelita 
grubego, trzustki, płuc. Zlokalizowany jest na ramieniu 
krótkim chromosomu 12 locus 12.1. Gen zbudowany jest 
z 6 eksonów, przy czym pierwszy ekson (oznaczony 0) 
stanowi obszar nieulegający translacji, tzw. region UTR 
(untranslated region), natomiast pozostałe 5 eksonów to 
eksony kodujące (oznaczane od 1 do 4). Gen zawiera 
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dwie alternatywne formy eksonu 4 – 4A i 4B. Ich obec-
ność sprawia, że gen ulega ekspresji w postaci dwóch róż-
nych białek, nazywanych K-RAS 4A (189aa) i K-RAS 4B 
(188 aa). Wariant K-RAS 4A złożony jest z 6 eksonów, na-
tomiast w przypadku wariantu K-RAS 4B wycięciu ulega 
ekson 4A, a zatem złożony jest on z 5 eksonów. Dokładną 
budowę genu przedstawia Rycina 1. Warto nadmienić, iż 
90-95% transkryptów genu K-RAS w komórkach i tkan-
kach ukierunkowuje syntezę izoformy 4B [1].
Promotor genu K-RAS jest zlokalizowany powy-
żej miejsca inicjacji transkrypcji (-327->-296) [2]. Jest 
on bogaty w pary GC, brak natomiast kasety TATA 
i CCAAT, stanowiącej cechę charakterystyczną genów 
zaliczanych do grupy genów metabolizmu podstawowe-
go (housekeeping genes), do której należy gen K-RAS, ze 
względu na obecność ekspresji w większości komórek [3]. 
Istnieje również trzeci splice wariant genu K-RAS, jednak 
nie poświęca mu się uwagi w pracach naukowych. 
W obrębie promotora znajduje się element poli-
purynowy, wrażliwy na nukleazy NHE (nuclease hiper-
sensitive element), odgrywający kluczową rolę w procesie 
transkrypcji [2]. Badania Cogai i wsp. (2008 r.) nad tym 
elementem w ludzkim genie K-RAS wskazują, iż jest to 
miejsce strukturalnie polimorficzne, które w określonych 
warunkach może odwracalnie przyjąć formę G-quadru-
plexu (G4-DNA), co skutkuje zahamowaniem trans-
krypcji genu. Schemat kontroli procesu transkrypcji, 
zaproponowany przez Cogai i wsp. (2008 r.), daje nowe 
możliwości molekularnego hamowania ekspresji K-RAS 
w komórkach nowotworowych [2].
Struktura białek rodziny RAS
Monomeryczne białka rodziny RAS, o średniej masie 
21 kDa, zbudowane są z 188 amino kwasów. Wyjątek 
stanowi izoforma K-RAS 4B, składająca się ze 189 ami-
nokwasów. Schematyczną budowę białka rodziny RAS 
przedstawia Rycina 2.
W strukturze białek rodziny RAS wyróżnia się dwie 
podstawowe domeny: domenę katali tyczną G, zlokali-
zowaną na końcu N oraz domenę C, zlokalizowaną na 
końcu C białka. 
Domena G, obejmująca fragment białka od 1 do 
165 aminokwasu, uchodzi za wysoce konserwatywną 
w obrębie białek rodziny RAS. Pierwsze 164 aminokwasy 
są homologiczne wśród 4 białek tej rodziny, przy czym 
pierwsze 86 aminokwasów od N – końca są identyczne, 
natomiast kolejnych 78 aminokwasów wykazuje podo-
bieństwo do 90% [4]. II-rzędową strukturę domeny G 
tworzy hydrofobowy rdzeń złożony z 6 β-harmonijek, 
które połączone są 5 hydrofilnymi łańcuchami α-helis 
oraz 5 pętlami G (loop) [5, 6]. Na szczególną uwagę zasłu-
gują łańcuchy polipeptydowe tworzące pętle G, z uwagi 
na ich kluczową rolę w procesie wią zania i wymiany 
GDP/GTP oraz interakcji pomiędzy białkiem-białkiem. 
Badania krystalograficzne, ma jące na celu ustalenie 
budowy przestrzennej białek RAS zarówno w postaci 
nieaktywnej, tj. związanej z GDP, jak i postaci aktywnej, 
związanej z GTP, wyróżniły dwa dodatkowe elementy 
znajdujące się w domenie G. Nazwano je przełącznikami 
(switch). To w ich obrębie występują największe różnice 
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Ryc. 1. Lokalizacja chromosomowa i budowa genu (K-RAS)
(A) lokalizacja chromosomowa genu K-RAS
(B) struktura genu K-RAS
(C, D, E) możliwe transkrypty genu K-RAS 
(C) izoforma K-RAS 4A
(D) izoforma K-RAS 4B
(E) dodatkowa izoforma
Prostokąty na rycinie B-E oznaczają eksony, łączące je linie oznaczają introny. 
Liczby poniżej prostokątów wskazują na ich długość; zielone liczby to eksony kodujące, czerwone to UTR.
Długość intronów podana jest powyżej linii łączących prostokąty. 
Zgodnie z danymi zawartymi w bazie Ensembl (www.ensembl.org)
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pomiędzy strukturami RAS, związanymi z GDP i GTP. 
Prze łącznik I (switch I), zwany niekiedy domeną/ pętlą 
efektorową, znajdujący się w obrębie pętli G2 (32-38aa), 
jest regionem wią żącym efektory białek RAS. Przełącz-
nik II (switch II), znajdujący się wewnątrz pętli G3 i dru-
giej α-helisy (56-67 aa), jest zaangażowany w wiązanie 
nukleotydów guaniny, grup fosforanowych i/lub jonów 
magnezu [4, 7]. 
Domena C obejmuje C-końcowy fragment białka, 
liczący 25 aminokwasów. W prze ciwieństwie do domeny 
G, ten fragment białka wykazuje najmniejszą homolo-
gię wśród członków rodziny RAS; podobieństwo wynosi 
około 10-15%. Z tego powodu nosi nazwę regionu wyso-
ce zmiennego HVR (hypervariable region). HRV zawiera 
dwie sekwencje sygnałowe, ule gające zmianom potran-
slacyjnym [8]. Pierwsza z tych sekwencji sygnałowych to 
CAAX, natomiast druga w białku K-RAS 4B to fragment 
zbudowany z 6 aminokwasów lizyny.
Zmiany potranslacyjne białka i lokalizacja 
komórkowa
Białka RAS produkowane są jako cząsteczki prekurso-
rowe w cytoplazmie na wolnych po lisomach [9]. Nabycie 
aktywności biologicznej i pełnienie swoich funkcji przez 
białka RAS staje się możliwe dopiero po przyłączeniu 
do cytozolowej powierzchni błony komórkowej. Z tego 
powodu białka te ulegają serii zmian potranslacyjnych.
Jak wspomniano wcześniej, zmianom tym ulega 
wysoce zmienny obszar białka – HVR, zakończony przez 
motyw CAAX (C – cysteina, A – aminokwas alifatyczny, 
X – jakikolwiek inny aminokwas). Miejsce to podlega 
modyfikacjom na skutek działania trzech kolejnych enzy-
mów. Pierwszy etap przemian – prenylacja – katalizowa-
ny jest przez transferazę farnezylu (FT-aza) i transferazę 
geranylgeranylu (GGT-aza). O aktywności poszczegól-
nych enzymów decyduje ostatni aminokwas w sekwencji 
CAAX. Gdy X odpowiada leucynie lub rzadziej feny-
loalaninie, reakcja katalizowana jest przez GGT-azę, 
w innym wypadku pracuje FT-aza [10]. Watro zauważyć, 
że K-RAS 4A, jak i K-RAS 4B może podlegać działaniu 
obu tych enzymów, podczas gdy H-RAS podlega tylko 
działaniu GGT-azy [11]. Prenylacja oznacza kowalencyj-
ne przyłączenie 15-węglowego pirofosforanu farnezylu 
(gdy działa FT-aza), bądź 20-wę glowego pirofosforanu 
geranylogeranylowego (gdy działa GGT-aza), do cysteiny 
motywu CAAX [10]. Ułatwia to przyłączenie białka RAS 
do błony retikulum endoplazmatycznego, gdzie zachodzą 
kolejne etapy zmian – proteoliza i metylacja. Prenylowa-
ne białko staje się substratem dla endopeptydazy Rce1 
(Ras converting enzyme), która odpowiada za usunięcie 
fragmentu AAX z motywu CAAX. W ten sposób nowo-
powstały koniec C białka RAS jest miejscem działania 
dla metylotransferazy Icmt (isoprenyl cyteine carboxyme-
thyl transferase). Zadaniem tego enzymu jest przyłączenie 
grupy metylowej do grupy α karboksylowej prenylocy-
steiny [10]. Ostatecznym rezultatem modyfikacji potran-
slacyjnej jest uzyskanie z hydrofilowego końca C białka 
RAS hydrofobowej domeny, co umożliwia białku słabe 
związanie z błoną komórkową. 
W 1990 r. Hancock i wsp. [12] zasugerowali, że 
modyfikacja w obrębie CAAX jest konieczna, ale niewy-
starczająca do połączenia białka RAS z błoną komórko-
wą. Drugą sekwencją sygnałową, znajdującą się w obrębie 
HVR, niezbędną do stabilnego połączenia K-RAS z błoną 
cytoplazmatyczną, jest w przypadku izoformy K-RAS 4A 
aminokwas cysteina, który ulega w pozycji 180 palmityla-
cji (enzym katalizujący tę reakcję – palmitylotransferaza 
– zlokalizowany jest w obrębie błon aparatu Golgiego). 
Dla izoformy K-RAS 4B jest to sekwencja wielozasado-
wa bogata w aminokwas – lizynę, która oddziałuje elek-
trostatycznie z ujemnie naładowaną błoną komórkową 
[12].
Mechanizm transportu białek K-RAS z błony retiku-
lum do wewnętrznej powierzchni błony cytoplazmatycz-
nej nie został dotąd dokładnie poznany [10].
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Ryc. 2. Schematyczna budowa białek rodziny RAS
Fragmenty białka objęte klamrami wskazują na stopień homologii pomiędzy kolejnymi członkami białek rodziny RAS
G1-G5 to pętle G (loop) – szare kwadraty 
Przełączniki (switch) – niebieskie prostokąty 
HRV– fragment hiperzmienny 
CAAX – fragment podlegający zmianom potranslacyjnym
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Aktywacja białek RAS
Białka K-RAS należą do tzw. rodziny małych białek G. 
Mają wysoką zdolność wiązania guanozynodifosforanu 
(GDP – guanosine dipfosphatate) i gunozynotrifosfora-
nu (GTP – guanosine triphosphatate) oraz niską aktyw-
ność hydrolizy guanozynotrifosforanu. Aktywacja białek 
RAS wymaga zajścia odwracalnego procesu oddysocjowa-
nia GDP od nieaktywnej formy białka i przyłączenia GTP, 
co uaktywnia RAS i umożliwia jego interakcję z efekto-
rami. Kontrolę nad cyklicznymi przemianami GDP/GTP, 
pomiędzy formą aktywną białka a formą nieaktywną, 
sprawują białka regulatorowe. 
Zalicza się do nich:
a)  GEFs (guanine nucleoide exchange factors), np. SOS 
odpowiadające za odłączenie GDP i włączenie GTP, 
uznawane za aktywatory małych białek G;
b) GAPs (GTP – ase-activating proteins), np. NF1, p120 
opowiadające za aktywowanie wewnętrznej aktyw-
ności GTP-azowej małych białek G.
Regulatory pozostają pod wpływem receptorów 
różnorodnie rozmieszczonych na powierzchni błony 
komórkowej, takich jak receptor naskórkowego czyn-
nika wzrostu EGFR (epidermal growth factor receptor), 
receptor płytkowego czynnika wzrostu (platelet derived 
growth factor receptor-PDGF), heterotrimeryczne białko 
G połączone z receptorami integrynowymi oraz receptor 
dla cytokin, np. interleukiny-2 (IL-2) [13]. Wyżej wymie-
nione receptory są receptorowymi lub niereceptorowymi 
kinazami tyrozynowymi, biorącymi udział w przekazy-
waniu informacji do jądra komórkowego. Przykładowy 
mechanizm aktywowania białka RAS, poprzez EGFR, 
przedstawia Rycina 3. Stymulacja receptorów przez 
odpowiadające im ligandy powoduje pobudzenie serii 
różnych (zależnych od liganda) cytoplazmatycznych ście-
żek aktywacyjnych. Na tych szlakach białka RAS pełnią 
rolę swoistego punktu węzłowego. Oznacza to, że pobu-
dzenie obojętnie którego z wyżej wymienionych recep-
torów zawsze prowadzi do aktywacji białek RAS, które 
wiążą i aktywują liczne efektory [13, 14]. 
Efektor białek RAS wiąże się z formą aktywną biał-
ka. Interakcja pomiędzy RAS i efektorem jest możliwa 
dzięki oddziaływaniom między domeną efektorową RAS 
(32-40 aa), a domeną wiążącą RAS RBD (Ras-bind-
ing domain) lub domeną RA (Ras-association), obecną 
w większości białek efektorowych RAS [15]. Dotychczas 
zidentyfikowano co najmniej 10 białek efektorowych 
RAS [16], spośród których wyróżnia się trzy, tj. rodzinę 
kinaz serynowo-treoninowych Raf, RAL-GEFs i kina-
zę 3fosfotydyloinozytolu PI3-K. 
Na rodzinę kinaz serynowo-treoninowych RAF skła-
dają się: c-RAF1, ARAF, BRAF. Jako efektory białek 
RAS posiadają domenę RBD, dzięki której mogą oddzia-
ływać z białkiem RAS. Do pełnej aktywacji RAF niezbęd-
na jest dodatkowo interakcja pomiędzy RAS, a regionem 
białka RAF bogatym w cysteinę (tj. 139-184 aa). Do 
chwili obecnej nie ustalono, która część białka Ras jest 
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Ryc. 3. Mechanizm aktywowania białka RAS  
(A)  Receptor dla naskórkowego czynnika wzrostu EGFR (epidermal growth factor receptor), należący do receptorów o aktywności kinazy tyrozynowej. 
Główne elementy budujące te receptory to część zewnątrzkomórkowa (odpowiada za wiązanie ligandu i dimeryzację kompleksów ligand-
receptor), transbłonowa (zakotwicza receptor w błonie) oraz wewnątrzkomórkowa (zawiera domenę kinazy tyrozynowej i reszty tyrozyny ulegające 
fosforylacji)
(B)  Przyłączenie liganda do receptora o aktywności kinazy tyrozynowej powoduje jego dimeryzację 
(C)  Pobudzenie wewnętrznej aktywności enzymatycznej. W efekcie dochodzi do autofosforylacji aminokwasów tyrozyny zlokalizowanych w części 
wewnątrzkomórkowej receptora, które służą jako miejsce wiążące dla białek tzw. adaptorowych, posiadających domenę SH2 oraz SH3 
(Src homology)
(D)   Nadrzędnym białkiem adaptorowym w przypadku białka Ras jest Grb-2. Domeną SH2 łączy się z ufosforylowaną tyrozyną, natomiast domeną 
SH3 wychwytuje bogate w prolinę fragmenty białka SOS (son of sevenless), należącego do rodziny białek GDS. Umożliwia to oddziaływanie 
SOS (białko cytoplazmatyczne) z RAS (białko błonowe), co skutkuje zmianą konformacji białka RAS, uwolnieniem GDP, przyłączeniem GTP 
i aktywacją efektorów RAS 
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udział w regulowaniu ścieżki sygnalizacyjnej MAP. Białka 
RAS, za pośrednictwem białek RAF, kontrolują procesy 
proliferacji i różnicowania komórek (poprzez determino-
wanie aktywności czynników trankrypcyjnych, biorących 
udział w nadzorowaniu ekspresji genów zaangażowanych 
w te procesy) [17]. Uzyskane dotychczas wyniki badań 
sugerują, że kompleks RAS/RAF może wpływać na apop-
tozę zarówno hamująco, jak i aktywująco, w zależności 
od typu komórek [18]. 
Kolejnym efektorem RAS jest kinaza 3-fosfatydy-
loinozytolu (phosphoinositide 3-kinases PI 3K). Rodzina 
PI3K złożona jest z trzech klas, przy czym głównie klasa 
I jest aktywowana przez białka RAS. W tej grupie białek 
domenę RBD stanowi podjednostka p110. Rodzina tych 
enzymów katalizuje reakcje, w których powstaje PIP3, 
działający jak przekaźnik II-rzędu. Ma on zdolność wią-
zania szeregu kinaz, powodując zmianę ich konformacji, 
aktywując je oraz zmieniając ich lokalizację komórkową. 
Dodatkowo PI3-K aktywuje kinazę białkową A PKB/
Akt. Skutkuje to fosforylacją proapoptotycznych białek 
z rodziny BAD, co ostatecznie hamuje proces apoptozy 
[17, 18].
Efektorem RAS, którego funkcja biochemiczna nie 
jest do końca ustalona, jest rodzina białek GEFs, które 
służą jako aktywatory białek RAL. Ta ścieżka sygnało-
wa moduluje aktywność takich białek jak: RHO, RAC 
Cdc42. Za ich pośrednictwem białka RAS odgrywają rolę 
w modelowaniu cytoszkieletu komórkowego i regulowa-
niu aktywności czynników transkrypcyjnych [17].
Polimorfizmy genu K-RAS
Białka rodziny RAS stanowią obiekt wielu intensywnych 
badań naukowych, od kiedy – ponad 40 lat temu – zo-
stała po raz pierwszy zidentyfikowana u szczurów ich 
właściwość onkogenna. Mutacje punktowe genów RAS 
powodują, że występują one w formie aktywnej (związa-
nej z GTP) w sposób ciągły. Oznacza to, że nieprzerwanie 
wysyłają sygnał do jądra komórkowego o proliferacji i/lub 
różnicowaniu komórki, niezależnie od obecności zewną-
trzkomórkowej stymulacji. Szacuje się, że średnio około 
30% komórek nowotworowych ma mutacje w genach 
RAS. 
Jak wskazuje szereg badań, mutacja/e genów kodu-
jących poszczególnych członków rodziny RAS (określo-
nej izoformy RAS) są powiązane z typem nowotworu. 
Gen kodujący białko K-RAS ulega mutacji w 20 do 50% 
przypadków raka jelita grubego [19]. Na taką rozbieżność 
wyników badań może mieć wpływ między innymi:
− różnorodność technik stosowanych do wykrywania 
mutacji (Tab. I.);
−  różnice w badanym regionie genu, tj. kodon 12 i/lub 
13 i lub 61;
−  różnice w wyborze i liczebności populacji badanej.
Większość (ponad 90%) mutacji dotyczy kodonów 
12 (ok. 82%), 13 (ok. 17%) w eksonie 1 i kodonu 61 
(ok. 1%) w eksonie 2, rzadziej mutacje występują w kodo-
nie 59, 63 eksonu 2 [28, 31-33]. Rozpatrując jedynie dwa 
najczęściej zmutowane kodony, tj. 12 i 13, uzyskujemy 
częstość występowania odpowiednio 70% i 30% [33]. 
Tab. I. Techniki wykorzystywane do wykrywania mutacji w genie K-RAS w nowotworach jelita grubego
Nazwa techniki Materiał badany wykorzystywany do izolowania DNA Zastosowanie
SSCP [20] Parafinowe i mrożone skrawki tkankowe B
TTGE [21] Parafinowe i mrożone skrawki tkankowe
Bioptaty B
DGGE [22] Parafinowe i mrożone skrawki tkankowe B
TheraScreen kit Parafinowe skrawki tkankowe D
K-ras mutation test kit
Amoy Diagnostics Co., Ltd
Parafinowe i mrożone skrawki tkankowe K
Enriched-PCR-RFLP [23] Parafinowe i mrożone skrawki tkankowe B
SOMA [24] Bioptaty B
PCR-LCR [25, 33] Parafinowe skrawki tkankowe B
Sekwencjonowanie Parafinowe i mrożone skrawki tkankowe
Bioptaty B
PyroMark KRAS v2.0 test Parafinowe i mrożone skrawki tkankowe K
Multiplex PCR [28] Mrożone skrawki tkankowe B
LCD-Array K-RAS 1.4 Parafinowe skrawki tkankowe K
HRM [29] Parafinowe i mrożone skrawki tkankowe B
FLAG assay [30] Parafinowe skrawki tkankowe B
B – metody wykorzystywane w laboratoriach badawczych
K – testy komercyjne, nieprzeznaczone do użytku w laboratoriach diagnostycznych
D – testy diagnostyczne
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Prace naukowe wymieniają również mutacje w kodonach 
10, 11, 15, 18, 19, 22, jednak ich znaczenie biologiczne 
nie jest do tej pory poznane. Istnieją także badania, któ-
rych wyniki sugerują, iż duże znaczenie posiada mutacja 
kodonu 146 w eksonie 3. Stwierdzono ją u 4% pacjen-
tów z rakiem jelita grubego, co wskazuje, iż zmiana ta 
ma większe znaczenie w raku jelita grubego niż mutacja 
w kodonie 61 [34]. Wszystkie dotychczas zidentyfikowane 
mutacje, obecne w kodonie 12 i 13, przedstawia Tab. II.
Są to mutacje monoalleliczne, punktowe, zazwy-
czaj somatyczne, pojawiające się na wczesnym etapie 
kancerogenezy [25, 35, 36]. Z badań przeprowadzonych 
w różnych populacjach na świecie wynika, że najczęstszą 
mutacją w obrębie kodonów 12 i 13 jest tranzycja guani-
ny na adeninę oraz transwersja guaniny na tyminę [37] 
(wyjątek stanowią mieszkańcy byłej Jugosławii, u których 
zdecydowanie dominuje transwersja guaniny na tyminę, 
natomiast tranzycja guaniny na adeninę występuje nie-
zwykle rzadko [38]). Punktowe mutacje kodonów 12 
i 13 w genie K-RAS w pozycji pierwszej i drugiej tripletu 
skutkują zmienioną sekwencją aminokwasową w białku 
(Tab. II). Najczęściej stwierdza się zmianę glicyny na 
asparaginian oraz glicyny na walinę [37, 39].
Triplet GGT kodonu 12 oraz triplet GGC kodonu 
13 odpowiadają za włączenie do tworzącego się w pro-
cesie translacji białka K-RAS glicyny (aminokwas niepo-
siadający łańcucha bocznego). Glicyna w pozycji 12 leży 
w przestrzennej bliskości z pętlą, do której przyłącza się 
białko GAP. Jakakolwiek mutacja w tej pozycji spowodu-
je włączenie aminokwasu posiadającego łańcuch boczny, 
co z kolei przestrzennie uniemożliwi przejście białka do 
stanu nieaktywnego, tj. związanego z GDP w obecności 
przyłączonego białka GAP. Mutacje w obrębie K-RAS 
powodują zatem nieprzerwany stan aktywacji tego białka. 
W konsekwencji dochodzi do niekontrolowanego wzrostu 
i podziału komórek [40].
Materiał do badań
Materiałem najczęściej stosowanym do izolowania DNA 
i oceny mutacji są bloczki parafinowe, rzadziej mrożone 
skrawki jelita grubego [24]. Podjęte zostały również dzia-
łania zmierzające do wykorzystania stolca jako materiału 
do izolowania DNA, ze względu na fakt, iż jego pobra-
nie nie wymaga metod inwazyjnych [41]. W zależności 
od materiału wybranego do badania różna będzie jego 
heterogenność. Ilość materiału o charakterze nienowo-
tworowym i nowotworowym może różnić się w kolejnych 
próbkach, a co za tym idzie procentowy udział DNA 
o typie niezmutowanym i zmutowanym nie będzie taki 
sam. Dodatkowo w przypadku stolca trzeba uwzględnić 
fakt, że tylko od 0,5% do 5% wyizolowanego DNA jest 
pochodzenia ludzkiego [42]. Wyniki przeprowadzonego 
w Polsce procesu walidacji metod do oznaczania mutacji 
w genie K-RAS w kodonie 12 i 13 sugerują, że materiał do 
izolacji DNA powinien zawierać co najmniej 70% utka-
nia nowotworowego [43]. Wyniki badań Santini i wsp. 
(2008 r.) wykazały, że obecność mutacji w genie K-RAS, 
w materiale pochodzącym z guza pierwotnego, wiąże się 
w 96% przypadków z jej obecnością także w materiale 
przerzutowym. Jak wskazują autorzy, ocenę statusu genu 
K-RAS wystarczy przeprowadzić tylko w jednym z wyżej 
wymienionych materiałów, ze względu na wysoki stopień 
zgodności otrzymanych wyników [44].
M e t o d y  o c e n y  m u t a c j i  g e n u  K- RA S
Obecnie istnieje wiele dostępnych technik służących do 
wykrywania mutacji zdefiniowanych, jakimi są zmiany 
obecne w genie K-RAS. Różnorodność wykorzystywa-
nych metod prezentuje Tab. I. Wszystkie oparte są o re-
akcję PCR, ze względu na jej wysoką czułość i możliwość 
automatyzacji. Jednak konieczność rozróżnienia typu 
niezmutowanego od różnych alleli zmutowanych, a więc 
dokładna ocena genotypu, wymaga użycia analiz mody-
fikujących reakcję PCR. W chwili obecnej użyteczność 
diagnostyczną ma jedynie informacja o rodzaju allela 
– zmutowany czy niezmutowany. W badaniach nauko-
wych określany jest dokładny typ mutacji. Z uwagi na 
predykcyjne znaczenie statusu genu K-RAS pojawia się 
coraz więcej testów diagnostycznych do jego oceny. Je-
dynie dwa są oznaczone znakiem CE, a więc spełniają 
wymagania dyrektyw Unii Europejskiej (TheraScreen® 
firmy DxS Ltd dostępny od stycznia 2008 r. oraz KRAS 
Light mix firmy TIB MolBiol, dostępny od maja 2009 r.). 
Dotychczas za najbardziej wiarygodną metodę wykrywa-
nia mutacji w genie K-RAS uważa się sekwencjonowanie, 
złoty standard wykrywania mutacji [32]. Przewagę nad 
Tab. II. Zidentyfikowane mutacje w obrębie kodonu 12 i 13 genu K-RAS

















CGT Gly→Arg CGC Gly→Arg
TGT Gly→Cys TGC Gly→Cys
GAT Gly→Asp GAC Gly→Asp
GCT Gly→Ala GCC Gly→Ala
GTT Gly→Val GTC Gly→Val
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tradycyjną metodą, wykorzystującą dideoksynukleotydy 
terminujące, zyskało pirosekwencjonowanie, którego 
jedną z zalet jest większa czułość w wykrywaniu mutacji 
K-RAS w mieszaninie zawierającej allele typu niezmuto-
wanego. W przypadku gdy materiał zmutowany stanowi 
jedynie 5% całej próbki, metoda pirosekwencjonowania 
pozwoli wykryć go w 96 na 100 badanych przypadków, 
podczas gdy metoda dideoksy wykryje tylko 33 na 100. 
Pirosekwencjonowanie daje również możliwość uzyskania 
informacji o ilości zmutowanego allelu, co jest przydatne 
w procesie walidacyjnym, czy też w ocenie jakości kon-
troli [27].
Obecnie pojawia się coraz większa liczba nowych 
metod do oznaczania mutacji w genie K-RAS, które mogą 
w przyszłości być wykorzystywane w rutynowej diagnosty-
ce. Metoda Real-Time PCR z nowym sposobem genero-
wania sygnału – HRM (High Resolution Melting) może 
być stosowana jako badanie przesiewowe, przed podję-
ciem decyzji o wykonaniu sekwencjonowania. Technika 
ta umożliwia genotypowanie pojedynczych zmian nukle-
otydowych SNP poprzez bardzo dokładne analizowanie 
krzywej topnienia. Jest to możliwe dzięki zastosowaniu 
specjalnych barwników LC Green i prowadzeniu denatu-
racji z bardzo wysoką rozdzielczością. Jej główne zalety 
to jednoetapowość, krótki czas oznaczenia, stosunkowo 
niski koszt, wysoka czułość zbliżona do czułości piro-
sekwencjonowania [29]. Metoda ta jednak nie określa 
szczegółowo typu zamiany, ponadto każda nieprawidło-
wość w analizowanym amplikonie będzie powodowała 
powstawanie dodatkowego punktu w krzywej topnienia, 
co wymaga przeprowadzenia sekwencjonowania, celem 
jej dokładnej oceny [32]. 
Inne podejście proponuje Giulia Amicarelli i wsp. 
(2007 r.). Metoda FLAG (fluorescent amplicon genera-
tion) umożliwia dokładną ocenę zmiany pojedynczego 
nukleotydu, co eliminuje konieczność sekwencjonowania. 
Technika wykorzystuje termostabilny enzym restrykcyj-
ny PspGI, który początkowo uniemożliwia amplifikację 
materiału o typie niezmutowanym. Wstępna selekcja 
materiału predysponuje do dalszej analizy jedynie mate-
riał zmutowany, który jest poddawany amplifikacji ze 
starterami wyznakowanymi barwnikami fluorescencyjny-
mi, z których jeden spełnia funkcję wygaszacza w stosun-
ku do drugiego. Aktywność PspGI umożliwia generowa-
nie sygnału fluorescencyjnego po odcięciu wygaszacza 
z końca 5` startera. Ocena poszczególnych genotypów 
kodonu 12 jest możliwa dzięki zastosowaniu polipeptydo-
wych kwasów nukleinowych (PNA), które są sprzęgnięte 
z konkretną sekwencją, komplementarną do poszczegól-
nych zmutowanych sekwencji kodonu 12 [30]. Zaletą tej 
metody jest jednoetapowość, brak konieczności detekcji 
powstałego produktu przeprowadzonej reakcji PCR, co 
skraca czas analizy, wysoka czułość i specyficzność rzędu 
0,1%. Jednak jest ona przeznaczona jedynie do analizy 
mutacji w kodonie 12, dlatego wymaga zaadoptowania 
i optymalizacji do poszukiwania pozostałych mutacji, 
wykrywanych w obrębie genu K-RAS.
Ciekawe podejście w jednoczesnym analizowa-
niu mutacji w kodonie 12, 13, 61 i 146 zaproponowali 
naukowcy z Tajwanu. Metoda oparta jest o wykorzysta-
nie techniki multiplex PCR. W pierwszym etapie w jed-
nej probówce amplifikacji poddawany jest ekson 1, 2, 3 
genu K-RAS. Produkty są następnie oczyszczane z nie-
wykorzystanych w reakcji starterów, dNTP i poddawane 
specjalnej analizie wydłużania starterów ze znakowanymi 
fluorescencyjnie ddNTP. Ostatni etap to automatyczny 
rozdział elektroforetyczny. Technika nie wymaga sekwen-
cjonowania, wykrywa i identyfikuje jednocześnie wszyst-
kie możliwe zmiany w kodonach 12, 13, 61, 146 [28]. 
Rosnące zainteresowanie mutacjami w obrębie genu 
K-RAS sprawia, że pojawia się coraz to więcej technolo-
gii ukierunkowanych na ich ocenę, w tym większa liczba 
dostępnych komercyjnie testów (np. LCR array KIT K-
RAS 1.4 firmy Chipron), które skracają czas analizy do 
niezbędnego minimum, przyciągają wysoką specyficzno-
ścią i czułością. Poddane są procesowi walidacyjnemu, co 
dodatkowo zwiększa ich wiarygodność, jednak z drugiej 
strony znacznie podwyższa koszt badań, w porównaniu 
z oznaczeniami wykonanymi metodami opracowanymi 
we własnych laboratoriach naukowych. 
Mutacja K-RAS w raku jelita grubego
Mutacje w genie K-RAS uważane są za wczesny marker 
rozwoju raka jelita grubego, jednak przydatność ich 
oznaczania w tym aspekcie ma sens wówczas, gdy równo-
cześnie oznaczana będzie prawidłowość innych genów, 
podlegających mutacji w czasie kancerogenezy [45].
U d z i a ł  w  k a n c e r o g e n e z i e
Zgodnie ze schematem wielostopniowego modelu 
kancerogenezy jelita grubego, w sekwencji zdarzeń od 
gruczolaka do raka, dochodzi do powstawania i kumu-
lacji mutacji w szeregu różnych genów. Według licznych 
badań w rozwoju raka jelita grubego, na wczesnych jego 
etapach, dochodzi do aktywacji onkogenu K-RAS [46].
Kodony najczęściej podlegające mutacjom 
w genie K-RAS to 12 i 13 w eksonie 1. Badania Bazan 
i wsp. (2002 r.) [35] wskazują, że zależnie od tego, który 
z nich ulegnie mutacji, dojdzie do innych biologicznych 
następstw. Wykazali, iż mutacja w kodonie 12 jest powią-
zana ze śluzowym typem histopatologicznym raka jelita, 
natomiast mutacja w kodonie 13 jest związana z bardziej 
agresywnym typem guza oraz większym potencjałem do 
przerzutowania [35]. Wydaje się także prawdopodobne, iż 
mutacje genu K-RAS indukują bardziej inwazyjne zacho-
wanie komórek nowotworowych. Oliveira i wsp. wykazali 
bowiem, że częstość mutacji jednocześnie w obu genach 
K-RAS i BRAF zwiększa się wraz z głębokością nacieku. 
Poza tym badania wykazują, że mutacje K-RAS stwierdza 
się częściej w przypadku obecności przerzutów do węzłów 
chłonnych i przerzutów odległych, co także potwierdza 
hipotezę o zwiększonej mobilności komórek w przypadku 
mutacji K-RAS [47]. 
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Z n a c z e n i e  p r o g n o s t y c z n e 
Wieloośrodkowe badanie RASCAL, którego wyniki 
zostały opublikowane w 1998 r., miały na celu wyjaśnić 
wartość prognostycznego znaczenia obecności mutacji 
w genie K-RAS. Wskazano wówczas, że stwierdzenie mu-
tacji w protonkogenie K-RAS zawiązane jest z bardziej 
agresywnym przebiegiem choroby. Aż o 25% rośnie ry-
zyko śmierci u pacjentów ze zmutowanym genem, w po-
równaniu do osób o genotypie typu niezmutowanego. 
Znaczenie prognostyczne ma jedynie wykrycie substytu-
cji guaniny na tyminę, zarówno w kodonie 12, jak i 13. 
Jak wykazały analizy statystyczne, zmiana ta związana 
jest z 44% wzrostem ryzyka śmierci pacjenta. Wyniki te 
wskazują również, że różne typy mutacji mają różne na-
stępstwa kliniczne. Substytucja guaniny na adeninę bądź 
cytozynę nie koreluje ze zwiększoną śmiertelnością pa-
cjentów z rakiem jelita grubego, a zatem nie wpływa na 
agresywność przebiegu choroby. Niezależnym czynnikiem 
ryzyka nawrotu choroby i śmierci jest zmiana glicyny na 
walinę, wykryta jedynie u około 7% pacjentów, odpowia-
dająca kodonowi 12 [39]. Badanie RASCAL wykazało, że 
nie każda mutacja w kodonie 12 i 13 ma taki sam wpływ 
na postęp choroby. W szeregu prac badano częstość mu-
tacji onkogenu K-RAS w skrawkach tkankowych jelita 
grubego, zajętych przez proces nowotworowy, sklasyfi-
kowanych według skali Dukes’a. Wyniki tych badań są 
zróżnicowane. Jedne wskazują, że mutacja K-RAS czę-
ściej występuje w bardziej zaawansowanych stadiach guza 
[38, 48], podczas gdy inne nie znajdują takiej zależności 
[37, 49, 50]. Brink i wsp. (2003 r.) sugerują, że mutacja 
w obrębie genu K-RAS nie jest zaangażowana w proces 
progresji gruczolakoraka oraz, że aberracje genetyczne, 
pojawiające się w zaawansowanych stadiach tego nowo-
tworu, nie zależą od tej mutacji. Badanie  RASCAL II, 
opublikowane w 2001 r., wykazało istotną statystycz-
nie zależność pomiędzy mutacją kodonu 12 GGT→
GTT (Gly→Val), którą wykryto w 8,6% analizowanych 
przypadków, a gorszą prognozą dla pacjentów (krótszy 
czas bez nawrotu choroby oraz krótszy czas przeżycia) 
w stanie zaawansowania Dukes’ C, ale nie Dukes’ B [51]. 
U pacjentów, u których występowały czynniki genetycz-
ne predysponujące do wystąpienia raka jelita grubego, 
mutacja onkogenu K-RAS była wykrywana z podobną 
częstością, jak u pacjentów ze sporadycznym rakiem je-
lita [37, 39]. Autorzy sugerują, że dieta, styl życia i czyn-
niki środowiskowe mogą mieć wpływ na ujawnienie się 
mutacji K-RAS na wczesnych etapach powstawania raka 
[37]. Lièvre (2008) wskazuje, że status genu K-RAS (ja-
kakolwiek mutacja kodonu 12 lub 13) nie jest czynnikiem 
prognostycznym w IV stadium raku jelita grubego [52]. 
Z n a c z e n i e  p r e d y k c y j n e
W ostatnich latach wyniki szeregu badań wskazują na 
potencjalną predykcyjną wartość oznaczenia mutacji 
w genie K-RAS w przypadku terapii celowanej, wykorzy-
stującej przeciwciała skierowane przeciwko receptorowi 
naskórkowego czynnika wzrostu EGFR. 
Lek pod nazwą Erbitux, zawierający substancję czyn-
ną w postaci cetuksymabu, został w 2004 r. zarejestrowa-
ny przez Europejską Agencję Leków (European Agency 
for the Evaluation of Medicinal Products – EMEA) do 
leczenia pacjentów cierpiących na zaawansowanego raka 
jelita grubego (wykazującego ekspresję EGFR), w skoja-
rzeniu z chemioterapią i w monoterapii po niepowodze-
niu leczenia oksaliplatyną i irinotekanem oraz u chorych, 
u których występuje nietolerancja irinotekanu. W 2008 r. 
zastrzeżono dodatkowo, iż preparat jest wskazany jedy-
nie u pacjentów, u których w badaniach molekularnych 
stwierdza się niezmutowaną postać genu K-RAS.
Cetuksymab, monoklonalne, chimeryczne przeciw-
ciało klasy IgG1, jest lekiem wskazanym m. in. w leczeniu 
pacjentów z rakiem jelita grubego z przerzutami. Powo-
duje on zablokowanie zewnątrzkomórkowej części recep-
tora naskórkowego czynnika wzrostu, hamując aktywność 
katalityczną kinazy tyrozynowej. Zablokowanie EGFR 
powoduje jednocześnie zablokowanie przewodzenia 
w szlakach sygnalizacyjnych, związanych z kontrolą dłu-
gości życia komórki, angiogenezą i zdolnością komórek 
do migracji. Cetuksymab oddziałuje również na komórki 
cytotoksyczne, ukierunkowując je na komórki z wysoką 
ekspresją EGFR. 
Odpowiedź na cetuksymab uzyskuje się w 10-30% 
przypadków, w zależności od tego, czy jest on stosowa-
ny w monoterapii, czy w połączeniu z innym schematem 
leczenia stosowanym w leczeniu pacjentów z przerzutami 
raka jelita grubego. Słaba odpowiedź na leczenie skłoniła 
naukowców do poszukiwania mechanizmu odpowiedzial-
nego za ten fakt. 
Lièvre i wsp. założyli w swoich badaniach, iż obec-
ność mutacji w jednym z efektorów wewnątrzkomórko-
wego szlaku sygnalizacyjnego, zapoczątkowanym przez 
przyłączenie liganda do EGFR, będzie skutkować bra-
kiem efektu terapeutycznego po zastosowaniu cetuksy-
mabu u pacjentów z rakiem jelita grubego z przerzutami. 
Wśród 30 leczonych pacjentów, odpowiedź na cetuksy-
mab otrzymano u 11, przy czym u żadnego z nich nie 
wykryto obecności mutacji w genie K-RAS. Brak odpo-
wiedzi na lek stwierdzono u 19 leczonych, u 13 z nich 
stwierdzono mutację w genie K-RAS. Badania te wska-
zały, że stwierdzenie niezmutowanej formy genu K-RAS 
u pacjentów z rakiem jelita grubego z przerzutami daje 
większe szanse na pomyślne leczenie cetuksymabem [53]. 
Ten sam zespół badaczy w 2008 r. opublikował wyniki 
badań przeprowadzonych w grupie 89 pacjentów, które 
jednoznacznie potwierdziły wcześniejsze obserwacje. 
Wśród pacjentów, u których wykryto mutację w K-RAS, 
nie osiągnięto odpowiedzi na leczenie cetuksymabem.
Christos S. Karapetis i wsp. również wskazują na 
predykcyjne znaczenie określenia statusu genu K-RAS. 
Efektywność cetuksymabu zależała od obecności muta-
cji w genie K-RAS. Zastosowanie tego leku u pacjentów 
z niezmutowaną formą genu w większości przypadków 
skutkowało wydłużeniem czasu przeżycia (overall survi-
val) oraz wydłużeniem czasu wolnego od choroby (pro-
gression-free survival). W grupie pacjentów z mutacją 
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w obrębie genu K-RAS stwierdzono brak takich zależno-
ści [54].
Podczas 44. konferencji ASCO (Annual Meeting of 
the American Society of Clinical Oncology) w 2008 r. 
K-RAS został uznany za molekularny marker nowo-
tworowy, wykorzystywany do wyboru terapii celowanej 
u pacjentów z rakiem jelita grubego z przerzutami. Na 
podstawie badań III fazy CRYSTAL i OPUS określono 
zależności pomiędzy czasem wolnym od postępu choroby 
(progress free survival – PFS) i współczynnikiem odpowie-
dzi na leczenie (response rate – RR) w grupie pacjentów 
z typem niezmutowanym lub zmutowanym genu K-RAS 
oraz określonym schematem leczenia w połączeniu 
z cetuksymabem lub bez niego.
W próbie klinicznej III fazy CRYSTAL (schemat 
FOLFIRI, tj. irynotecan, leukoworyna, fluorouracyl) 
i OPUS (schemat FLOFOX, tj. oksaliplatyna, leukowo-
ryna, fluorouracyl) zaobserwowano, iż korzyści z leczenia 
standardowego w połączeniu z cetuksymabem czerpali 
jedynie pacjenci z typem niezmutowanym genu K-RAS. 
Sprzeczne z powyższymi wyniki uzyskano na bazie próby 
klinicznej III fazy CAIRO 2 (schemat: kapecytabina, 
oksaliplatyna, bewacizumab). Dodanie cetuksymabu do 
powyższego schematu leczenia u pacjentów z genotypem 
niezmutowanym nie wydłużyło PSF i nie powodowało 
wzrostu RR. Dodatkowo zaobserwowano, że leczenie 
cetuksymabem pacjentów z genotypem zmutowanym 
prowadziło do skrócenia PSF. Stanowi to kolejny dowód 
na konieczność genotypowania pacjentów z rakiem jeli-
ta grubego z przerzutami, przed włączeniem do terapii 
cetuksymabu. 
Podsumowanie
Z zebranych powyżej informacji wynika, że status genu 
K-RAS nie posiada istotnego znaczenia jako czynnik 
prognostyczny w raku jelita grubego. Natomiast stwier-
dzenie mutacji w obrębie allela/alleli genu K-RAS jest 
markerem braku odpowiedzi na terapię skierowaną 
przeciwko EGFR, a więc negatywnym czynnikiem pre-
dykcyjnym u pacjentów z rakiem jelita grubego z prze-
rzutami. Należy podkreślić, że istnieje udowodniony 
związek między korzystną odpowiedzią na leczenie 
cetuksymabem, a typem niezmutowanym genu K-RAS. 
W tej grupie chorych na raka jelita grubego rozważane 
jest także stosowanie innego przeciwciała przeciwko 
EGFR – panitumumabu. Decyzja o rozpoczęciu terapii 
wykorzystującej przeciwciała monoklonalne powinna 
być zawsze poprzedzona molekularnym badaniem genu 
K-RAS. Analizy wyników badań klinicznych wskazują na 
korzyści dla pacjenta, płynące z wykorzystania zależności 
między występowaniem określonego typu genu K-RAS, 
a odpowiedzią na zindywidualizowane leczenie.
Prof. Marek Mirowski
Pracownia Biologii Molekularnej i Farmakogenomiki
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